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論 文 内 容 要 旨
1緒 論
Cyclodextrin(以下CD)は 澱粉 などα一1・4一 グルカンか らCD生 成酵
素(以 下CGT-ase)に よって生成 されるマル.トオ リゴ糖 の.二種であ り、グ
ルコシル基が6個 以上 α一1・4結 合 した非還元性 の環状糖である。6個 のグ
ルコシル基(G6)か ら成 る α一CD,G7の β一CD,G8の γ一CDが 一
般 に知 られている。CDは 環状構造 をしているため、鎖状の糖類 と異 った種 々
の特性 を有 しているが、その最 も特異 な性質 はその環状構造の疎水性空洞に各
種の分子 あるいは反応基な どを包み込 む機能,即 ち包接能 を有することである。
CDは この包接能 により他の物質 と包接化合物あるいは包接複合体 を形成 し非
包接物質の物性 を変化 させ る。そのためCDは 揮発性物質の不揮発化,酸 化 ・
光分解物質の安定化,溶 解性 ・吸湿性 ・晶析性 ・硬化性 など物性の改善に利用
される。
CDの 存在 はすでに19世 紀末か ら知 られてお り、前述 の構造や物性,利 用
法なども1935年 か ら1950年 の間 に多 くの研究者 らによって解明 されて
いた。1960年 代 に入 るとCDの 量産化 の研究 も行われるようになったが、
各法それぞれに欠点 を有 してお り、実験室規模 としては ともか くも工業化する
には到 らなかった。
特に α一CDを 主体 とし、各種の用途 に適 したCD類 を工業的に製造す る方
法は1979年 当時 まだ確立 されていなかった。
そ こで著者は、小林,貝 沼 らのCD生 成に関する諸研究を基礎 に して、 α一
CDを 主成分 とするCD製 品の工業的製造法 を確立するための研究 を行 った。
まず最初 に回方反応方式 によりCGT-aseの基本的反応 を検討 し、 α一CD
を主成分 とす る総CDの 収率 に及ぼす条件な らびに各種CD製 品類の製造法の
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研究 を行 った。次 いで各種膜 を用いてCGT-ase反 応生成物の濃縮 と分画の
の研究 を行 った後、膜型 リアクター,固 定化酵素 を用いてCDの 連続生成法の
研 究 を行 った。
∬ 回分反応におけるCD類 の製造条件に関する研究
〔1〕CDの 生 成率 に及 ぼす諸 条件 の検 討 〔第一 編,第 一 章〕
α一CD生 成比 率 の高 いB.maceransのCGT-aseを用 い て馬 鈴薯 澱粉 の
液 化条 件,液 化度 とCD生 成 率等 につ いて検討 し、次 に低 基質 の濃 度 にお け
るCGT-aseの 反 応がCD生 成 率 を著 しく高 め るこ とを予 知 し、基 質濃 度
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がCD生 成率 に及ぼす影響
について検討 した。
その結果 、総rCD生 成
率及びα一CD生 成比率 に
は、基質濃度が大 き く影響
してお り、基質濃度が希薄
　
碧器 匙 に なれば な るほ ど、総 一C
2Dの 生成 率並 びに α一CD
1/β 一CD比 率 も増加 す る
こ とが判 明 した。 この事 は、
CGT-aseの 有 す る三作
用、 す なわ ち環化,カ ップ
リ ング,不 均 化 の うち基 質
濃度が低 くなることにより、分子内反応の環化反応が優先的 に促進 されるの
であろうと考え られた。そこで工業的製造においては、基質の澱粉濃度 を5。
Bxで行 うこととした。
〔II〕各種CD製 品類の製造法の検討 〔第一編,第 二章～第四章〕
低基質濃度でのCD生 成反応で、総一CDが50%,残 りの50%が 直鎖
並 びに分岐デキス トリンである反応生成物 を得 る事が出来たが、CD以 外 の
直鎖並 びに分岐デキス トリンをマル トースに或 はグルコースに分解 し高マル
トース含量CD粉 飴,或 は高グルコース含量CD粉 飴 を製造す るための各種
酵素反応 を検討 し、次いでグルコース とCDの 混合物 中のグルコースを酵母
に資化 させてCDの みの製品(CDs=100)を製造す る反応 を検討 し、各製
品の製造 における反応条件 を決定 した。
(1)高マル トース含量CD粉 飴の製法
CDと 混在す るデキス トリン部分 をマル トースに加水分解す るため各種工
業用 β一ア ミラーゼ による反応条件 を検討 した。 なおCDは あ る種のendo型
ア ミラーゼ によって加水分解 される事が知 られているので、同時 にそれらの
工業用 β一アミラーゼがCDに 及ぼす影響 も検討 した。その結果大豆,小 麦
の βア ミラーゼはマル .トース生成率が良好であ り、CDの 分解率が小 さい事
が判明 した。
マル トースの生成率 を更 に高めるための分岐デキス トリンの α一1・6結
合 を切 る技切 り酵素 とβ一ア ミラーゼ とを同時に作用 させ た結果、デキス ト
リン部分の75～93%を マル トースに変え得 る事が判 り、CDも 若干加水
分解 されるが、イ ソアミラーゼの添加量 を増や して も一定量以上 はCDが 分
解 されない事が判明 した。
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基 質濃:度とマ ル トー ス生 成率 との関係 は、基 質濃:度10～40%の 範囲 内
で は生成 率 に大 差 が ない こ とが判 り、 これ らの酵 素 を使 用 した製法 条件 を決
定 し得 た。
(2)高グル コー ス含量CD粉 飴 の製法
CD以 外 の デ キス トリンを グル コア ミラー ゼ に よって グル コース に変 え る
実験 を行 った。通常 グル コア ミラー ゼ は α一ア ミラー ゼ を含 有 して い る。C
Dは α一 ア ミラーゼ に よ って分解 され るので 、CDの 分解率 を確 認 した結 果 、
市販 の グル コア ミラーゼ は いずれ もCDを30%分 解 す る事 が判 明 した ので 、
酸性 領域 にお け る硫 安 添加 法 に よリ グル コ ァ ミラーゼ 中 に存 在 す る α一ア ミ
ラーゼ の失 活 条件 を検 討 し、 α一 ア ミラーゼ を失活 させ た グル コア ミラーゼ
に よ り高 グルコ ー ス含 量CD粉 飴 の製 法条 件 を決 め た。
(31CD混 合 品(CDs=100)の 製 法
市 販パ ン酵 母 と純粋 培 養酵 母 に よ るCDと 混在 す る グル コー スの資 化 実験
を行 った。
各 種酵 母 は効 率 良 くグ ル コース を資化 したが グ リセ リンや有機 酸等 の副生
が新 たな問 題 と して生 じたの で、 これ らの副 生成 物 の除去 方法 を確立 して 、
(CDs=100)製品 の製 法条 件 を決 め た。
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皿CGT」ase反 応 生 成物 の濃 縮 ・分 画 に関 す る研 究
(第二編,第 一章 ～第三章)
〔1〕反応生成物の逆浸透膜による濃縮法
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初発の反応生成物の濃度が薄いので
逆浸透膜 による濃縮法 を検討 した。そ
の結果高分子系複合膜のスパイラル型
膜が反応生成物 を濃縮するのに充分な
性能 を有 してお り、膜細孔の 目詰 りと
微生物汚染 に対す る充分な手段 を講ず
ればCGT一 とse反応生成液の工業的
濃縮 に使用可能 であることが判明 した。
4
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濃縮液濃度(Bri】ζ)
図2チ ュー ブ ラー型 とスパ イ ラル 型
のRO膜 の性 能比 較
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〔H〕ダイナ ミック膜(DM膜)に よるCDと デキス トリンの分画
DM膜 は、多孔質の支持体の上 に高分子電解質な どのコロイ ドあるいは懸
濁物 を加圧下で付着 させ、 この付着物 に溶質阻止性 を もたせ るものであ る。
このDM膜 を用 いて、CDと デキス トリンを分画 し、 より高含量のCD製
品 を得 る方法 についての研究 を行 った。本研究ではCGT-aseの反応生成
液 を多孔質のセラ ミック支持体 を通過 ミせ、支持体表面に高分子のデキス ト
リンのゲル層(自 己阻止型 ダイナ ミック膜 と称す)を 作 らせることが一つの
ポイ ントとなったが、CD以 外の高分子のデキス トリンは極 めて容易にDM
膜 を形成 し、分子量の小 さなCDを 透過 させた。 この 自己阻止型DM膜 を用
いて連続分画実験 を行 った結果、全透過液のCD含 量 は76。3%,濃縮液の
CD含 量 は6%と な り、DM膜 装置の実用化の基本的データを得ることが出
来 た。
〔皿〕 限外濾過膜(UF膜)に よるCDと デキス トリンの分画法
分画分子量が100,000から8,000迄の5種 類のUF膜 を用いて、CGT-
ase反応生成液の分画実験 を行 った。その結果分画分子量20,000の高分子膜
は、CDと デキス トリンの分画比,CD回 収率,透 過流束か らみて実用化 の
可能性 がある膜であることが判明 した。
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1V連 続反応におけるCD類 の製造に関する研究
(第三編,第 一章～第三章)
〔1〕限外濾過膜(UF膜)型 リアクターによるCDの 連続生成法
分画分子量100,000のUF膜を装着 した膜型 リアクターを用いてCDの 連
続生成 についての実験 を行 った。実験 操作 としては、馬鈴薯スラリーにCG
T-aseを加 え、 「液化」 「CD生成」 を一括 して行 い、 この生成反応液 を
UF膜 モジュールへ圧送循環 させた。UF膜 を透過 した液量に応 じて澱粉連
続液化装 置で製造 された液化液 を補給 し、6日 間の連続CD生 成反応 を行 っ
た。結果 としてCD収 率 は透過液中のCD量 と循環液中のCD量 を計算上で
平均す ると65.6%であ り、透過液のみのCD収 率 は73%で あった。反応
効率 はUF膜 による連続方式が回分方式 の2.6倍であ り工業的製法 に適応可
能な実験結果 を得た。
〔H〕ダイナ ミック膜(DM膜)型 リアクターによるCDの 連続生成法
ダイナセラムDCO610型DM膜(TDK製)モ ジュールを用いて連続
CD生 成実験 を行 った。循環液,透 過液 ともに固形分濃度が安定 してお り、
透過液中のCD含 量 は60%(固 型分当 り)を維持 して推移 した。
しか しCD収 率 は透過液中のCD量 と循環液 中のCD量 の総合計で49.5
%であ り、反応時間は短縮 された ものの、回分方式 とほ"同 程度 の収率であ
った。
DM膜 型 リアクターでのCD生 成効率 はUF膜 型 リアクターのそれ より劣
る結果であ った。
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〔田〕 固定化酵素 によるCDの 連続生成法
膜型 リアクターでは酵素 を固定化する必要がない利点があるが、分画 を伴
うため反応生成物 は成分比率 の異 なる透過液 と循環残留液 とに分かれる欠点
がある。標準的な反応生成物 を連続的に作 る 目的でイオン交換樹脂 を用 いた
固定化酵素 リア クターを使 ってCDの 生成実験 を行 った。
結果 と して、酵素の固定量 と基質の通液速度がCD生 成量 に大 きな影響 を
及ぼす事 が判明 した。酵素固定量 に比 して通液速度が小 さい と(接 触基質量
が少 ない と)カ ップリング反応あるいは不均化反応 が生 じ、CD生 成量が減
少す る事が判 った。
一例 を図3に 示す。
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30
従 って良 好 なCD収 率 を得 るた め には、酵 素 固定量 に相 応 した それ ぞれ・の
通液 流速 が存 在 す る。
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最後に通液時の発現活性が最 も高 かった弱塩基性 アニオン交換樹脂IRA
-93を選 び30日 間の連続CD生 成実験 を行い実用化への検討 を行 った。そ
の結果21日 目にCGT-aseの活性 が半減 したがCGT-aseの 活性低下
に相応 した適正な基質流速 を調節すれば一定 のCD生 成量が得 られ ることが
判明 した。 このイオン交換樹脂 に固定化 されたCGT-aseに よる連続CD
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固定 化CGT-aseに よ る連続CD生 成結 果
生成では、回分法の約5倍 の酵素量 を必要 とする事 も判 った。 これはnative
酵素 に比較す ると固定化 さるため活性収率が落ちることに よると考え られた。
再固定化 は非常 に容易 であ った。
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著者は低基質濃度 における生成反応 と逆浸透膜 などの膜技術 とを組合せた基
本的CDの 製造法の条件 を決定 した後、膜型 リアクター並 びに固定化酵素 によ
るCDの 連続製造法の研究 を行 った。 これ らの方法 を総括すると次ページの
「各種サイクロデキス トリン製品の製造 フロー」 となる。 これらの研究 に基づ
き1983年10月 大新製糖株式会社(在 大阪府)内 に月産10ト ンのCD製
造パ イロ ッ トプラン トが完成 し、一翌1984年10月 にはその製造能力 を、月
産30ト ンにする増設工事、並 びにCDを 使用 した二次加工品製造場の新設工
事が完成 した。1985年 秋の現在 で も 「製造 フロー」 を完全 な ものにすべ く
種々の工事が進め られている。 このCD製 造 プラン トは各種の用途に適 した高
品質CD製 品類 を順調 に産 出 してお り、本研究 は食品加工用新素材の供給 と国
産馬鈴薯澱粉の用途拡大の面で貢献す るところが非常 に大 きい ものと確信す る。
以 上
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各種サイクロデキ ス トリン製品の製造 フロー
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審 査 結 果 の 要 旨
⊆
サイクロデキス トリン(以下CD)は 澱粉からCD生成酵素(以 下CGT-ase)によって生成
され る環状オ リゴ糖であるが,CGT-aseの反応が複雑かつ不安定であるため,こ れまで工業的
に大量生産することは困難であった。著者はCDの工業的製造法を確立するため,以 下の研究を
行った。
著者は先ず,重 合度6の α一CDを主として生成するB.尻α・脚 π3のCGT-aseを用いて,回分
方式によりCDを生産する際の基本的反応条件について検討 した。 その結果,総 一CD生成率お
よびα一CD生 成比率には基質濃度が大きく影響 しており,基質濃度が希薄になるほどCGT-
aseの示す環化,転 移,不 均化の3つ の反応の うち,環化反応が安定的,かつ優先的に保進され,
総一CD生成率並びにα一CD/β一CD(重合度7)の生成比率が増加することを見出 した。これ ら
の実験結果から種々の組成のCD製品類の製造条件を決定することが可能となった。
著者は次いで,各種膜技術を用いてCGT-ase反応生成物の濃縮と分画を試みた。その結果濃
縮には逆浸透膜のうち高分子系複合膜のスパイラル型がもっとも有効であることを見出し,その
操作条件を決定 した。さらに,ダ イナ ミック膜,限 外瀕過膜を用いてCDとその他のCGT-ase
反応生成物(主 としてデキス トリン)の分画を試みた結果,分 画分子量20,000の限外瀕過膜が
利用可能であることを見出 しその操作条件を決定 した。
最後に,著者は膜型 リアクター,固 定化酵素 リアクターを用いてCDの 連続製造法について検
討 し,分画分子量100,000の限外炉過膜型 リアクターによるCDの連続製造方式 は回分方式のそ
れよりも2.6倍効率が良いことを明らかにした。以上の結果に基づき月産30トンのCDプ ラント
が建設され,各 種の用途に適 した高品質のCD製 品を効率的に製造することが可能 となった。
以上,本 論文は困難とされていたCDの工業的生産に新 しい途を開いたもので,食 品工業の分
野に寄与するところが多大である。よって審査員一同,著者は農学博士の学位を授与される資格
を有するものと判定 した。
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